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Verfahren zur Dlfferenzierung von Stammzellen in Zellen, die 
ein pankreatisohes Hozmon produziexen 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum Differenzie- 
ren von Staimnzellen in Zellen, die ein pankreatisohes Horraon 
produzieren, insbesondere in Insulin-produzierende Zellen, 
pankreatisohes Hormon produzierende Zellen, Zellzusammenset- 
zungen, die pankreatisohes Hormon produzierende Zellen ent- 
halten und insbesondere mit dem genannten Verfahren gebildet 
werden, Anwendungen derartiger Zellen und Zellzusammensetzun- 
gen, insbesondere pharmazeutische Anwendungen dieser Zellen 
und Zellzusaininensetzungen. 



Es ist bekannt, Stammzellen in Insulin oder andere pankreati- 
sche Hormone produzierende Zellen zu dif ferenzieren (siehe DE 
102 90 025 Tl, WO 02/059278) . Die herkOmmlichen Differenzie- 
rungstechniken besitzen wesentliche Nachteile sowohl in Bezug 
auf die Voriauferzellen fttr die Zelldif f erenzierung als auoh 
in Bezug auf die komplexen Verfahrensbedingungen, die zur 
Zelldif f erenzierung eingehalten werden mQssen. Die herkOmmli- 
chen verfahren basieren in der Praxis auf der Dif f erenzierung 
der Zellen aus Aggregaten embryonaler Stammzellen (sog. Em- 
25 bryoide). Die massenhafte Verwendbarkeit von Embryoiden zur 
Zelldif f erenzierung ist jedoch aus einer Reihe von Grtinden 
und insbesondere ethischen Erwagungen ausgeschlossen. In DE 
102 90 025 Tl wird zwar die Dif f erenzierung von adulten 
Stammzellen vorgeschlagen. Die mit den herkammlichen Verfah- 
ren gewonnenen adulten Stammzellen liefern jedoch nur be- 
schrankt die gewUnschten Dif f erenzierungsergebnisse. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, verbesserte Verfahren zur 
Differenzierung von Stammzellen in Zellen, die mindestens ein 
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pankreatisches Hormon produzieren, bereitzustellen, mit denen 
die Beschrankungen in Bezug auf die Verwendung embryonaler 
Stammzellen vermieden werden und die dennoch far eine massen- 
hafte Anwendung unter einfachen Verf ahrensbedingungen geeig- 
net sind. Die Aufgabe der Erfindung besteht insbesondere in 
der Schaffung eines verbesserten Verfahrens zur Erzeugung von 
pankreatisches Hormon produzierenden Zellen far die Trans- 
plantation in Patienten, die an pankreatischen Erkrankungen 
insbesondere an Diabetes leiden. 



Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den Merkmalen von 
Anspruch 1, eine Zelle mit den Merkmalen von Anspruch 22 und 
eine Zellzusammensetzung mit den Merkmalen von Anspruch 24 ■ 
geiest. Vorteilhafte Ausfahrungsformen und Anwendungen erge- 
15 ben sich aus den abhSngigen Ansprachen. 

Verfahrensbezogen wird die o.g. Aufgabe durch eine Kultivie- 
rung und Dif ferenzierung von nicht-embryonalen Stammzellen 
geiest, die aus dem Gewebe einer dif f erenzierten exokrinen 
Drase eines Organismus gewonnen wurden. Ein besonderer Vor- 
teil dieses Verfahrens besteht in der Bildung von Zellen, die 
pankreatisches Hormon produzieren (im folgenden: hormonprodu- 
zierende Zellen) , ohne die bisher verwendete Dif ferenzierung 
aus embryonalen Stammzellen. Die Erfinder haben f estgestellt, 
dass die aus exokrinem Drasengewebe isolierten adulten Stamm- 
zellen pluripotent sind und eine hohe TeilungsfShigkeit und 
ein starkes Wachstum zeigen. Damit wird eine effektive Quelle 
far differenzierungsfShige Zellen bereitgestellt, aus denen 
die hormonproduzierenden Zellen massenhaft gebildet werden 
30 kOnnen. 



Das erfindungsgemafi verwendete exokrine DrOsengewebe kann von 
einem erwachsenen Organismus, juvenilen Organismus oder 
nicht-humanen fotalen Organismus, vorzugsweise einem post- 
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natalen Organismus, staitimen. Der Begriff "adult", wie in der 
vorliegenden Anmeldung verwendet, bezieht sich somit auf das 
Entwicklungsstadium des Ausgangsgewebes und nicht auf dasje- 
nige des Donororganismus, aus dem das Gewebe stainmt. "Adulte" 
Stanmizellen sind nicht-embryonale Stammzellen. 

Vorzugsweise wird das exokrine Drasengewebe aus einer Spei- 
cheldrtise, TrSnendrtise, Talgdrtise, Schweifidrvise, aus DrUsen 
des Genitaltrakts, einschlieBlich Prostata, oder aus gastro- ' 
intestinalem Gewebe, einschlieJilich Pankreas, oder sekretori- 
schem Gewebe der Leber isoliert. In einer stark bevorzugten 
Aus fahrungs form handelt es sich dabei um acinSres Gewebe. 
Ganz besonders bevorzugt staimnt das acinSre Gewebe aus dem 
Pankreas, der Ohrspeicheldrtise oder Unterkieferspeicheldrtise. 

Ein weiterer wichtiger Vorteil des erf indungsgemaiien Verfah- 
rens besteht darin, dass die Stammzellen effektiv aus leben- 
den Donororganismen, z. B. aus Speicheldrtisen von Saugetieren 
Oder aus humanen Speicheldrttsen gewonnen werden konnen, ohne 
dass der Donororganismus entscheidend beeintrSchtigt wird. 
Dies ist sowohl unter ethischen Gesichtspunkten als auch mit 
Blick auf die Meglichkeit der weiteren Beobachtung des Dono- 
rorganismus hinsichtlich eventueller Krankheiten von besonde- 
rem Vorteil. 

GemaiS einer ersten Ausf ahrungsf orm der Erfindung werden die 
primar aus dem Organismus isolierten Stammzellen als Quelle 
far die weitere Kultivierung und Dif ferenzierung hin zu hor- 
monproduzierenden Zellen verwendet. Diese Variante besitzt 
den Vorteil einer besonders einfachen Verf ahrensf Qhrung. Die 
gewiinschten dif ferenzierten Zellen kSnnen direkt aus einer 
Primar kultur gewonnen werden. Alternativ ist gemafi einer ab- 
gewandelten Aus ftlhrungs form der Erfindung vorgesehen, dass 
zunachst eine Aggregation der aus dem Organismus isolierten 
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Stammzellen zu so genannten organoiden K6rpern erfolgt Diese 
Variante besitzt den Vorteil, dass rait den organoiden KSrpern 
exn effektives Reservoir fUr grSBere Mengen dif ferenzierter 
Zellen geschaffen wird. Die Erfinder haben festgestellt, dass 
dae aus dem exokrinen Drusengewebe isolierten Stammzellen or- 
ganoids K5rper bilden, die bei NMhrstof fversorgung ein star- 
kes Wachstum zu Gewebekorpern mit Durchmessern bis zu einigen 
Mxllimetern oder dartlber zeigen, 

GemaiJ einer ersten Variante der Verwendung organoider K6rper 
als Quelle ftir die gewtinschten hormonproduzierenden Zellen 
xst erfindungsgemafi vorgesehen, dass die Dif ferenzierung der 
Stammzellen in den organoiden K5rpern erfolgt und anschlie- 
Bend dxe dif ferenzierten hormonproduzierenden Zellen aus den 
organoiden K6rpern entnommen werden. GemSfi einer zweiten Va- 
riante werden sekundSr aus den organoiden Karpern Stammzellen 
xm undifferenzierten Zustand isoliert, kultiviert und zu den 
gewtinschten hormonproduzierenden Zellen dif f erenziert . Diese 
Ausftihrungsform besitzt den Vorteil einer besonders einfachen 
Verfahrensftlhrung, da die organoiden K5rper in Adhasionskul- 
tur ean spontanea Auswandern und Auswachsen von Stammzellen 
Oder differenzierten Zellen zeigen, die dann ftir die weitere 
Kultivierung und Dif ferenzierung zur VerfUgung stehen. 

Grundsatzlich kann das erf indungsgemafie Verfahren ausgeftlhrt 
werden, indem hormonproduzierende Zellen, die sich spontan 
aus den primer oder sekundSr isolierten Stammzellen oder aus 
den organoiden K5rpern gebildet haben, selektiert und weiter 
vermehrt werden. GemaB einer bevorzugten Ausftihrungsform der 
Erfxndung ist bei der Dif ferenzierung der hormonproduzieren- 
den Zellen eine Stimulation der Zellkultur vorgesehen. Die 
Stimulation besitzt den Vorteil einer erhahten Effektivitat 
und Geschwindigkeit der Bildung der gewUnschten hormonprodu- 
zierenden zellen. GemSB einer ersten Variante ist nach der 
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Differenzierung der Stammzellen zu den hormonproduzierenden 
Zellen deren stimulierte Vermehrung in einem Kultivierungsme- 
dium vorgesehen. Gemau einer zweiten Variants ist die Stimu- 
lation auf eine stimulierte Differenzierung der Stammzellen 

hin zu den gewtlnschten hormonproduzierenden Zellen vorgese- 
hen. 
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Erfindungsgemaii kann die Stimulation eine oder mehrere der 
folgenden Stimulationsbehandlungen umfassen, die gleichzeitig 
Oder aufeinander folgend durchgefUhrt werden kSnnen. Es kann 
eine Behandlung mit OberstSnden einer Primarkultur des endo- 
krinen Pankreas oder von Zelllinien des endokrinen Pankreas, 
eine Co-Kultivierung mit dif f erenzierten Zellen des endokri- 
nen Pankreas oder mit davon abgeleiteten Zelllinien, eine Be- 
handlung (Pragung) mit immobilisierten oder gelOsten, in der 
fliissigen Phase bereitgestellten molekularen Differenzie- 
rungsfaktoren oder eine Genaktivierung in der Stammzelle vor- 
gesehen sein. Des weiteren kann eine Stimulation durch den 
Zusatz von bereits dif f erenzierten hormonproduzierenden Zel- 
len und/oder anderen Substanzen, zum Beispiel Hormone, oder 
Zelltypen, die die Differenzierung beeinf lussen, erzielt wer- 
den. 
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Wenn die Pragung mit immobilisierten Wa ch stums fa ktoren er- 
folgt, so werden vorzugsweise Dif f erenzierungsf aktoren ver- 
wendet, die auf einem beweglichen, relativ zu den Stammzellen 
positionierbaren Trager fixiert sind. Vorteilhafterweise kann 
damit eine gezielte Differenzierung einzelner Stammzellen 
Oder bestimmter Stammzellgruppen erreicht werden. Der Trager 
ist beispielsweise ein synthetisches Substrat, das Vorteile 
fur eine gezielte Gestaltung mit den Dif f erenzierungsf aktoren 
besitzt, Oder eine biologische Zelle, auf deren Zellmembran 
die Dif f erenzierungsf aktoren angeordnet sind. 
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Wenn gemMfi einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsform der Er- 
findung eine Identifizierung und Selektion der dif ferenzier- 
ten Zellen aus der Zellkultur vorgesehen ist, kbnnen sich 
Vorteile ftir die weitere Verwendung der gebildeten pankreati- 
sches hormonproduzierenden Zellen ergeben. Es kann insbeson- 
dere erne Zellzusammensetzung bereitgestellt werden, die 
vollstandig Oder zum grofJten Tail aus hormonproduzierenden 
Zellen besteht. Wenn die Selektion mit Sortierverf ahren er- 
folgt, die an sich bekannt sind, wie z. B. mit einem prMpara- 
txven Zellsorter-verfahren oder eine Sortierung in einexn flu- 
xdischen Mikrosystem, k5nnen sich Vorteile fUr die Koxnpatibi- 
litat mit herkSmmlichen zellbiologischen Prozeduren ergeben. 

Ein weiterer Vorteil der Identifizierung und Selektion be- 
steht darin, dass Zellen, die nicht als hormonproduzierende 
zellen identif iziert sind und entsprechend nicht aus der be- 
arbeiteten Kultur selektiert werden, einer weiteren Kultivie- 
rung und Dif ferenzierung unterzogen werden kOnnen. Damit kann 
vorteilhafterweise die Ausbeute des erfindungsgemaiien Verfah- 
rens gesteigert werden. 

GemaJi bevorzugten weiteren Varianten der Erfindung werden zur 
Bxldung der hormonproduzierenden Zellen Stammzellen aus Gewe- 
be von sekretorischen Driisen oder DrOsen des gastro- 
intestinalen Traktes des Organismus gewonnen. Die Stammzellen 
werden insbesondere aus Gewebe isoliert, das aus acinSrem Ge- 
webe besteht oder acin.res Gewebe enthait. Bei der Gewinnung 
aus der Pankreas kSnnen sich Vorteile far die Verwendung wei- 
terer Gewebeteile der Pankreas far die genannte Stimulation 
ergeben. Bei der Gewinnung aus der Speicheldrase kOnnen sich 
vorteile far die schonende Behandlung des Donororganismus er- 
geben. 
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Bevorzugte Donororganismen sind Wirbeltiere, insbesondere 
Sauger, wie z. B. der Mensch. Bei der Verwendung humaner 
Staimnzellen erfolgt die Isolation der Stammzellen aus nicht- 
embryonalen Zustanden, also aus dif ferenziertem Gewebe in der 
juvenilen Phase oder der adulten Phase. Bei nicht- 
menschlichen Donororganismen kann grundsStzlich auch auf dif- 
ferenziertes Gewebe im fetalen Zustand zurtickgegrif fen wer- 
den. 

Die erfindungsgemaJi hergestellten hormonproduzierenden Zellen 
werden vorzugsweise therapeutisch verwendet. GemSB einer ers- 
ten Variants kann eine Humanbehandlung mit hormonproduzieren- 
den zellen vorgesehen sein, die aus tierischen Organismen ge- 
wonnen wurden. Des Weiteren sind Behandlungen eines Menschen 
mit hormonproduzierenden Zellen mOglich, die aus einem ande- 
ren Menschen gewonnen wurden. Besonders bevorzugt ist die au- 
tologe Behandlung eines Menschen mit hormonproduzierenden 
Zellen, die von eigenen, juvenilen oder adulten Stammzellen 
gewonnen wurden. Die Behandlung kann pankreatische Erkrankun- 
gen, Stoffwechselsyndrome oder Stof fwechselerkrankungen, ins- 
besondere die Diabetes, die Hyperglykamie oder eine beein- 
trachtigte Glukosetoleranz betreffen. Besonders bevorzugt 
wird als pankreatisches Hormon Insulin produziert. 



Einen unabhSngigen Gegenstand der Erfindung stellt eine iso- 
lierte, ein pankreatisches Hormon produzierende Zelle dar, 
die aus einer Stammzelle dif f erenziert wurde, welche aus dif- 
ferenziertem endokrinen Drtisengewebe eines Organismus stammt. 
Eine derartig isolierte Zelle wird vorzugsweise mit dem er- 
30 findungsgemaiien Verfahren gewonnen. 

Ein weiterer unabhSngiger Gegenstand der Erfindung ist eine 
Zellzusammensetzung, die eine Vielzahl derartiger pankreati- 
sches Hormon produzierender Zellen enthait. Die Zellzusammen- 
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aet.u„g „ird vorzugsweise duroh das erf indu„gs,emaBe Verfah- 
ren gewonnen. 0^, einer bevorzugten Aua,ah.ung.for™ der Er- 
*x„du„g kann die Zellzusa^ensetzung weitere fallen odar „a- 
ter.al.e„ enthalten, die bsp„. eine Matrix bilden. Entapre- 
chend .at e.n weiterer Gegenstand der Erfindung eine .uLtli- 
Che Langerhans'sche Insel. 

diTzeuL" -af.hru„gs.o™ der Erfindun, ™fasst 

<»ie Zellzusaimnensetzung eine Umhtiiiung ader eine 3- 
i di.ensionale Matrix, i„ der die hor„onproduzierenden Zellen 
und „e.tere .elitypen angeordnet sind. Die UM>allung Oder 3- 

geT";::r':-"r'^ '^^^"^ ^^^^^^^^ ^ona- 

9en, xmplant.erbaren Materialien, Polymeren (Biopolymere Oder 

aynthetiache Poly^ere, . Es «ird ei„ se^iper^eables Material 
ver end ^^^^^^^^ ^^^^^^^^ ^^^^ 

*^rcbiaaat, n.cht Jedoch die .alien. Oie weiteren .elltypen 
UMfaasen z™ Beispiel StaMnzellen und/oder Nachbarzellen von 

der «,nhUllung (Kapsel, „ird bevorzugt, da .it dieser beson- 
iZbM ---^-on-ere die hor^onproduzierenden Sellen 

n n"" ^'"^ ^^-^in^-t 

r Ze";i r ^^^^''^^^'^-^ Kapael-.ell-Ko.posit Oder Mat- 

rax-Zell-Kompo3xt besitzt einen Durctauesser von einigen XOO 
pm bis emige mm. 

Ein weiterer unabh.ngiger Gegenatand der Erfindung ist eine 
Pharinazeutische Zuaa^nen.etzung „it .indestens einer erfin- 
dungage^afi hergeatellten horaonproduzierenden Zelle Oder 
zellzusa^snaetzung und einer phamazeutischen Tragersub- 
atanz flla pharmazeutische inabeaondere flOaaige TrMgeraub- 
atanz kann jedea Material verwendet werden, daa an aioh aua 
der Pharmazie far diese Funktion bekannt ist 
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Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung warden im 
Folgenden unter Bezug auf die beigefOgten Zeichnungen be- 
schrieben. Es zeigen: 

5 Figur 1: ein Flussdiagranun eines Dif f erenzierungsverf ahrens 
gemaii einer Ausfahrungsform der Erfindung, 

Figur 2: ein Flussdiagramm zur Illustration verschiedener Va- 
rxanten der Bereitstellung von Stammzellen, 

Figur 3: ein Flussdiagramm zur Illustration verschiedener Va- 
rxanten der Aggregation von Stammzellen zu organoiden K6r- 
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15 Figur 4: eine Prozedur zur Herstellung organoider KSrper, 

Pigur 5: eine Illustration der Kultivlerung von organoiden 
K5rpern, 



Figuren 6 und 7: schematische Illustrationen der Pr^gung von 
Stammzellen durch molekulare Signalfaktoren, und 

Figur 8: eine Illustration des Nachweises der Insulinproduk- 
tion erfindungsgemaji dif ferenzierter Zellen. 




30 Die erfindungsgemSfie Kultivierung und Dif f erenzierung von 
Stammzellen, die aus dif f erenziertem exokrinen Drtisengewebe 
emes Organismus gewonnen wurden, umfasst die in Figur 1 il- 
lustrierten Schritte. ZunSchst erfolgt die Isolierung von 
Stammzellen aus dem Organismus (Schritt 100), urn eine Quelle 
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far die Stimulation und Dlf ferenzlerung hin zu den ho^onpro- 
du..erende„ Zellen zu bllden. Einzelhelten der Isolierung und 
verschiedene Varianten von Quellen far die weiteren Verfah- 
«nsschrltte slnd unten erlMutert. AnschUefiend folgt im Rah- 
. men der Dif ferenzierung die Stimulation (Schritt 200, einer 
als Quelle ver«endeten Zellkultur. Nach der Diff erenzierung 
erfolgt bel Schritt 300 eine Identif izierung der hormonprodu- 
z.erenden Zellen und eine entsprechende Selection. Die ausge- 
wahlten hormonproduzierenden Zellen werden gesammelt und gg£ 
weiter far eine z. B. pharmazeutiache Anwendung prSpariert 
(Schritt 400) . Des Weiteren kann eine ROckfahrung der nicht 
differenzierten Zellen in die Au.gangskultur vorgeaehen sein 
(Schrxtt 500,, urn erneut der Stimulation und Differenzierung 
ausgesetzt zu werden. 

Verschiedene Varianten der Bereitstellung von undifferenzier- 

ten Staxnn.zellen fur die weitere Stixnulation sind in den Figu- 

ren 2 ^nd 3 illustrlert, Gexna. Figur 2 erfolgt zun.chst die 

isolxerung von Staxnmzellen aus den. Donororganismus (Schritt 

110, Beispiele siehe unten) . Ausgehend von diesen primar iso- 

ixerten Stazmnzellen kann gemafi einer ersten Variante (a) di- 

xekt zur Stimulation (Schritt 200) Obergegangen werden. Al- 

ternativ erfolgt bei Schritt 120 zun.chst eine Aggregation 

der Stan«.zellen zu organoiden K5rpern. Einzelheiten des Ag- 

gregationsschrittes sind in den Fiauren ^ nnH a 

vacii cj-guren j und 4 zusaimnenge- 

stent. Aus den organoiden K5rpern konnen bei Schritt 130 
Stammzellen oder bereits dif f erenzierte Zellen vereinzelt 
und/oder sortiert (Schritt 140) werden, wobei dann gemSfi Va- 
rxante (b) mit der weiteren Stimulation der Dif ferenzierung 
Oder der Vermehrung der bereits differenzierten Zellen fort- 
gefahren werden kann. 

GemM Pigur 3 umfasst die Aggregation von Stammzellen zu or- 
ganoiden Karpern gemSB Schritt 120 die folgenden Teilachrlt- 
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te. zunachst erfolgt die Kultivierung der Stanunzellen in han- 
genden Tropfen (Schritt 121, Beispiel siehe unten) . Alterna- 
tiv kann die Kultivierung in einer SchOttelkultur oder in ei- 
nem schwebenden Zustand ohne Kontakt mit festen GrenzflSchen 
5 xn elektromagnetischen Feldkafigen erfolgen. Im h^ngenden 
Tropfen oder der entsprechenden dreidimensionalen Suspensi- 
onskultur erfolgt die Aggregation zu prim.ren organoiden K5r- 
pern (Schritt 122) . Diese konnen als Quelle far die Vereinze- 
lung von Zellen verwendet warden. GemSfi Variants (a) in Figur 
10 4 erfolgt hier der Sprung zu Schritt 130 in Figur 2. Alterna- 
txv werden die primSren organoiden K5rper zunSchst auf einem 
Substrat in einem Kultivierungsmedium far eine AdhSsionskul- 
tur abgelegt (Schritt 123) . Auf dem Substrat erfolgt eine 
. Zellwanderung und eine Schichtbildung (Schritt 124, siehe Fi- 
15 gur 5) . m Ergebnis liegen nach Schritt 124 vereinzelte 

Stammzellen oder dif ferenzierte Zellen vor, so dass gemSfi Va- 
riante (b) in Figur 3 unmittelbar der Sprung zu Schritt 140 
in Figur 2 erfolgen kann. 

20 Eine Besonderheit der organoiden KSrper in Adhasionskultur 
besteht in der Bildung von sekundSren organoiden KSrpern aus 
der in der Adhesions kultur gebildeten Zellschicht (Schritt 
125) . AUS den sekundSren organoiden K5rpern oder entsprechend 
abgeleiteten organoiden K6rpern konnen wiederuxn gemSii Varian- 
ts te (c) in Figur 3 Zellen vereinzelt werden (Sprung zu Schritt 
130 in Figur 2) . 

Die Vereinzelung der dif f erenzierten Zellen aus einer AdhMsi- 
onskultur erfolgt nach an sich bekannten Verfahren, z.B. un- 
0 ter Verwendung von Markersubstanzen, die far die pankreati- 
schen Hormone charakteristisch sind, Es erfolgt beispielswei- 
se exn Trypsinieren der in AdhSsionskultur dif ferenzierten 
zellen und deren Oberfahrung in eine Suspension. In dieser 
erfolgt eine Identif izierung zum Beispiel unter Verwendung 
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einer an sich be.an„te„ Zellsortiereinriohtung „lt elner. flu- 
^dxschen Mikrosystem, ™it elnem praparatlven Zellsorter- 
Verfahren Oder mit Mas„eti.oh«„ Beads, an die Antikarper an- 
gekoppelt sind, die „ur ™it den hormonproduzierenden Zellen 
xn der Suspension ankoppeln. Beim praparativen Zeliscrter- 
Verfahren „ird gezielt nach Oberf l.chemnarkern gesucht und 
dxe hormonproduzierenden Zellen ait speziflschen Obertlachen- 
markern selektiert. 

10 Die Identiflzierung der gesuchtan Zellen kann auoh in der 

ZelLultur zu. Baispiel auf der Grundlage Morphologischer U„- 
tersche.dungs.erk.ale erfolgen, durch die sich die hor„,onpro- 
duz.erenden ZeXlen von den undifferenzierten Zellen Oder an- 
deren Zelltypen unterscheiden. Morphologische Ontersohei- 
dungs^erknale bezlehen sich zu™ Belspiel auf die GeoMetrie 
der zelle Oder die Anordnung des Zellkerns Oder granularer 
Bestandteile In der Zelle. 

Die Identif izierun, und Selection kann f erner durch eine 
zellelektrophoretische Ontersuchung oder eine Cntersuchung 
exner anderen, speziflschen nativen Eigenschaft. „ie zu» Bei- 

zell hor.o„produzierenden 
Zellen erfolgen. 

25 Es kOnnen f erner mehrstufige oder anc Hor. 

JcomH-ir,^ 4- genannten Techniken 

ko^.n.erte Identif i^ierungen und Selektionen vorgesehen 



sein. 



30 



Entsprechend dem in Flgur 4 dargestellten Schema „ird zur Ge- 
wxnnung der Zellen acin.res Gewebe - bevorzugt einer Spei- 
cheldruse oder der BauchspeicheldrOse (Pankreas, - „echanisch 
und enzvMatisch zerklelnert in Kultur geno^aen (Schritt 10 in 

rT\'l\T'^'''' =«troente- 
rol. 115:421-432 ,1998), „„„ ^rosfils et al.. Res. c^. 
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Ch.™. Pathol. Pharmacol. 79:99-115 ,1993,, werden keine Ge„e- 
beblaoke kultivlert, aus denen Zellen auawachsen sollen, son- 
dern unter der Bedingung, dass die ZellverMnde der Acini 
«eitestgehend intakt bleiben, das Gewebe starker zerkleinert . 

Ober mehrere Wochen werden diese Zellen und Zellverbande in 
Kulturgefasen kultivlert. Alie 2 bt. 3 Tage „ird das Medium 
gewechselt, wobei alle dlf ferenzierten Zellen entfernt wer- 
den. Bei den in Kultur persistierenden Zellen handelt es sich 
um undifferenzierte Zellen mit uneingeschrankter Teilungsft- 
higkeit. 

Ahnliche zellen sind unter gleichen Bedingungen aus den, Pank- 
reas isollert und beschrieben und als eine Art Myo- 
flbroblastan bzw. pankreatiache Sternzellen bezeichnat werden 
(Bachem at al., 1998). l„ Gegensatzzu den Zellen der vorlie- 
gendan Erfindung konnte eine uneingeschrankte Teilungs«hig- 
kext Jedooh nicht beobaohtet werden. Weiterhin konnten diese 
Zellen auch nicht unbegrenzt paasagiert werden, ohna an vita- 
litat zu verlieren. 



25 



30 



In exnem zweiten Schritt (12) werden ungefahr 400 bis 800 
zellen in je 20 yal Medium in hSngenden Tropfen kultiviert 
Dazu werden die Tropfen auf Deckel von bakteriologischen Pet- 
rxschalen gegeben, uragedreht und aber die mit Medium geftillte 
Petrischale gelegt, so dass die Tropfen nach unten hSngen. 

Durch diese Art der Kultivierung bilden sich innarhalb von 
48h dxe als organoide Korper bezeichneten Zellaggregate (14) 
d.e far ungefShr 6 Tage in eine Suspensions kultur umgesetzt ' 
warden (16). Die Teilansicht (18) aus Figur 2 zeigt eine mik- 
roskopische Aufnahme eines solchen organoiden KSrpers 2 
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Dxe BUdung der o. g. sekundaren organoiden Kerper 1st in Fi- 
gur 5 illustriert. Die prlMren organoiden KSrper 2 bilden 
auf de^ substrat der Adhasionakultur. „ia z. B. auf da. Boden 
der Kulturschale 20, duroh ein Wandern Oder Wachsen von Zel- 
len 3 zunMchst eine Monoschicht, aus der dann die sekundaren 
organoiden K6rper 4 herauswachsen . „it der Kultivierung der 
priMaren organoiden KOrper 2 sekund.ren organoiden Karpern 
4 wxrd eine weitere VervieKaltigung des Zellmaterials ge- 
schaffen. Aus jede™ der pri™aren Oder sekundaren organoiden 
KOrper 2, 4 kennen die hormonproduzierenden Zellen gewonnen 
warden. 
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tion von Stammzellian 



undAggreqa- 



in den folgenden, nlcht-beschrankenden Beispielen „ird die 
isolierung und Aggregation von Stammzellen naher eriautert. 

Die allgemeinen Arbeitaanweisungen. „ie sie far Verfahren zur 
Kult.vierung von biologisohen Zellen und Inabesondare von 
saugetierzellen gebrauchlich aind, sind zu beachten. Eine 
sterile Umgebung, in der das Verfahren durchgefahrt werden 
soil, ist - auch wenn hierzu keine weitere Beachreibung er- 
folgt - in jedem Fall einzuhalten. Folgende Puffer und Medien 
wurden verwendet: 



HEPES-Stamm1osunK pH7^ 2.3 83 g HRPPS .nf IQq ^, A W... 



HEPES-Eagle-Medium (pH 7,4) 



30 Isolationsmedium (pH 7,4) 



Digestionsmedium (pH 7,4) 



90 ml Modified Eagle Medium (MEM) 
10 ml HEPHS-StammTficmor 



32 ml HEPES-Eagle-Medium 
8 ml 5% BSA in A. bidest 
300 Ml 0,1 M CaC12 
100 nl Trasylol (200.000 KIE) 
20 ml Isolationsmedium 
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Inkubationsmedium 



4 ml Kollagenase njCnlla^enase NB R vnn Ra^,^) 



Dulbecco's Modified Fap^ le Medium ( T>^/^7^/f) 



Differeimerungsmediiun (I) 



NShimedium Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

DMEM + 4500 mg/1 Glucose 
+ L-Glutamin 
- Pyruvat 

+ 20 % FKS (inaktiviert) + 1 ml/100 ml Pen/Strep 
(10000 E/10000 ^g/ml) 
Oder 

DMEM + 10 % Eigenplasma + 1 xnl/100 ml 
Pen/Strep, 

vor Gebraufih auf 37<>r! «>r«.Sr»,^» 
380 ml DMEM 
95 ml 30 min bei 54 °C inaktiviertes FKS 
5 ml Glutamin (GIBCO BRL) 
5 ml (3,5 III B-Mercaptoethanol auf 5 ml PBS) 
5 ml Non-essential amino acids (GIBCO BRL) 
5 ml Penicillin/Streptomycin (GIBCO BRL) 
(10000 E/10000 ng/ml) 

Statt fStalem Kalbserum (FKS) im Nahrmedium und Differenzie- 
rungsmedium kann gegebenenf alls auch Eigenplasma oder, weni- 
ger bevorzugt, Eigenserum des Gewebedonors verwendet werden 
Dies ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn der Gewebedo- 
nor mit dem spateren EmpfSnger der Stammzellen oder davon ab- 
geleiteten dif f erenzierten Zellen identisch ist. Eine solche 
autologe Behandlung ist zur Verhinderung einer eventuellen 
AbstoJiungsreaktion bevorzugt. 

Das Nahrmedium kann als Basismedium statt des verwendeten 
DMEM-Mediums auch ein anderes fUr die Kultivierung von euka- 
ryotischen Zellen, insbesondere Saugerzellen, bekanntes, ge- 
eignetes Basismedium enthalten, in dem die dif f erenzierten 
Zellen absterben und sich die gewtinschten Stammzellen vermeh- 



15 



wo 2005/001073 PCT/EP2004/006799 

ren. Auch Isolationsmediimi, Inkubationsmedium und Differen- 
zierungsmedium kfinnen ein anderes Ubliches und geeignetes Ba- 
sismedium enthalten. 

Weitere Dif f erenzierungsmedien, die zur erf indungsgemaU vor- 
gesehenen Stimulation verwendet warden konnen bestehen in den 
Oberstanden von Primarkulturen oder abgeleiteten Zelllinien 
des endokrinen Pankreas oder in Zellsuspensionen mit diffe- 
renzierten Zellen oder abgeleiteten Zellen des endokrinen 
Pankreas. Es kSnnen insbesondere Zellen oder Zellgruppen ver- 
wendet werden, die im endokrinen Gewebe der Pankreas in der 
Umgebung der Langerhans ' schen Inseln angeordnet sind. 

Die folgenden Beispiele 1 und 2 beschreiben detailliert zwei 
Arbeitsprotokolle zur Isolierung und Kultivierung adulter 
pluripotenter Stammzellen aus acinarem Gewebe des Pankreas. 
Die Beispiele 1 und 2 beziehen sich auf die Isolierung von 
Stammzellen aus Ratten. Die Isolierung aus anderen Saugetie- 
ren, z.B. Schweinen erfolgt analog. Beispiel 3 beschreibt ein 
entsprechendes Protokoll far die Isolierung aus acinarem Ge- 
webe der Speicheldrtise. 

BEISPIEL 1 

1. PrSparation des Gewebes und Isolierung der Zellen 

In den Ductus pancreaticus von 2-3 Jahre alten Ratten werden 
mittels einer Spritze und einer stumpfen Kanaie bei der Ratte 
10 ml Digestionsmedium langsam und luftblasenf rei injiziert. 
Das gesamte Pankreas wird dadurch aufgeblasen und kann so 
besser herausprapariert werden. Das Pankreas wird dann in ein 
Becherglas ttberftihrt und weitere 5 ml Digestionsmedium dazu- 
gegeben. Nachdem man das Fettgewebe und Lymphknoten entfernt 
hat, wird das Gewebe im Becherglas mit einer feinen Schere 
sehr fein zerkleinert, oben schwimmendes Fettgewebe abgesaugt 
und die Suspension wird abschliefiend 1 min mit Carbogen be- 
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gast (wenn nOtig wiederholen) und fUr 20 min bei 37 "c mit 
Alufolie bedeckt in einem Schtlttler bei 200 Zyklen/min inku- 
biert. Danach saugt man das Medium vorsichtig ab, zerkleinert 
erneut mit einer Schere das Gewebe und wSscht die Gewebestti- 
cke zweimal mit je 10 ml Isolationsmedium und gibt wieder 5 
ml Digestionsmedium zum Gewebe hinzu. 

Nach erneutem Begasen mit Carbogen far etwa 1 min und Inkuba- 
tion far 15 min bei 37 in einem Schuttler bei 200 Zyk- 
len/min werden die Gewebestacke durch sukzessives Aufziehen 
in jeweils einer 10 ml, 5ml, 2 ml und 1 ml Glaspipette zer- 
kleinert und durch einlagiges Filtergewebe gepresst. Die so 
vereinzelten Zellen werden nun fanfmal in Inkubationsmedium 
gewaschen (37 "C) , mit Carbogen begast und jedes Mai 5 min 
bez 90 g zentrif ugiert . Das zuletzt erhaltene Pellet wird in 
Inkubationsmedium resuspendiert, begast und auf Gewebekultur- 
schalen verteilt, 

2. Kultivleanzng der Zellen 

20 Die Gewebekulturschalen mit den isolierten Zellen werden im 
Brutschrank bei 37»C und 5 % CO, kultiviert. Alle 2-3 Tage 
wird das Medium gewechselt. Dabei werden alle diff erenzierten 
Zellen entfernt. 
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Am siebenten Tag in Kultur werden die Zellen mit einer LOsung 
bestehend aus 2 ml PBS, 1 ml Trypsin und 2 ml Inkubationsme- 
dium passagiert. Dabei I5sen sich die Zellen vom Boden der 
Kulturschale. Die Zellsuspension wird 5 Minuten zentrif u- 
giert, der Oberstand abgesaugt und die Zellen in 2 ml Inkuba- 
tionsmedium resuspendiert, auf eine mittlere Zellkulturf la- 
sche aberfahrt und 10 ml Inkubationsmedium dazugegeben. Der 
Medienwechsel erfolgt alle drei Tage. 



17 



WO20«5™«..,3 PCT/EP20«4,0««7,9 

^ vierzehnten Tag in Kultur werden die Zellen erneut. aber 
dxesmal ™it 6 ml pbs, 3 mi Trypsin and 6 ml Inlcubationsmedi- 
um, passaglert. Die Zellsuspenaion „ird 5 Minuten zantrlfu- 
gxert, der Oberatand abgeaaugt und die Zellen in 6 ml micuba- 
txonamedium resuspendiert, auf 3 mittlere Zell.ulturf laachen 
OberfOhrt und jewells lo ml Inkubationsmedium dazugegeben. 

Die zellan werden welter kultlviert und ao eft paasagiert und 
auages«, bla die 2ellen einen aemikonf luenten bis konfluen- 
J.U ten Zustand erreichen. 

BEISPIEL 2 

Pankreaa-Acinl warden von mannlichen Sprague-Dawley-Ratten 
(20-300 g) erhalten, die narkotiaiert (CO., und aber die dor- 
aale Aorta ausgeblutet worden waren. Eine Kantlle wurde traa- 
duodenal in den Panlcreaagan, eingefahrt und dem Pankreas wur- 
de von hinten 10 ml Digestionamedium, enthaltend HEPES-Eagle- 
Medlum (pH 7,4), 0,1 mM HEPES-Puffer (pH, 7,6), 70% 
(Vol. /vol.) modifiziertes Eagle-Medium. 0,5 % (Vol. /vol ) 
20 Trasylol (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) , l % (Ge„.;vol ) 

Rinderserumalbumin) , 2,4 mM CaCl, nnr? Tfr^^^ = 

// um und Kollagenase (0,63 P/mq 

serve, Heidelberg, Deutschland) injiziert. 

Vor der Entfernung wurde der Pankreas von anhaftendem Pestge- 
.5 webe, Lymphknoten und BlutgefaUen teilweise befreit. Dann 
wurde geaundes Pankreaagewebe In Digestionamedium abgeholt 
(bei 20 'C, geringerer Stof fwechsel) , das Pankreaagewebe mit 
einer Schere aehr fein zerkletnert, oben achwimmendes Fettge- 
webe abgeaaugt und die Gewebesuspenaion mit Carbogen (Measer, 
Krefeld, Deutschland) begaat, ohne daas die DOae in daa Medi- 
um mit den Zellen gelangt (Verringerung von mechanischem 
StreB, und damit auf pH 7,4 eingestellt. Danach wurde die 
suspension in elnem 2S-ml-Erlenmeyerkolben (mit Alufolie be- 
deckt) unter konstantem Schfltteln (150-200 Zyklen pro Minute) 
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bei 37 "c in 10 ml Digestionsmedium inkubiert. Nach 15-20 Mi- 
nuten wurde das oben schwimmende Fett und das Medium abge- 
saugt und das Gewebe wurde erneut zerkleinert und mit Medium 
ohne Kollagenase gesptllt (Vorgang mindestens zweimal wieder- 
holen, vorzugsweise solange bis Zellfraktion transparent), 
worauf Digestionsmedium zugegeben und erneut etwa 1 Minute 
lang mit Carbogen begast wurde. Es folgte wiederum eine Di- 
gestion mit Kollagenase far 15 Minuten bei 37 °C im Schtittler 
unter Verwendung desselben Puffers. Nach der Digestion wurden 
die Acini durch sukzessives Hochziehen und Ausstossen durch 
10 ml-, 5 ml und 2 ml-Glaspipetten mit engen Offnungen disso- 
ziiert und durch ein einlagiges Nylonsieb (Polymon PES- 
200/45, Angst & Pfister AG, Ztirich, Schweiz) mit einer Ma- 
schengrSBe von etwa 250 pm filtriert. Die Acini wurden 
zentrifugiert (bei 37 »C und 600-800 UpM in einer Beckman-GPR- 
Zentrifuge, entspricht etwa 90 g) und weiter gereinigt durch 
Waschen in Inkubationsmedium, enthaltend 24,5 mM HEPES (pH 
7,5), 96 mM NaCl, 6 mM KCl, 1 mM MgCl^, 2,5 mM NaH^POo 0, mM 
CaCl2, 11,5 mM Glucose, 5 mM Natriumpyruvat, 5 mM Natriumglu- 
tamat, 5 mM Natriumfumarat, 1 % (Vol. /Vol.) modif iziertes Ea- 
gle-Medium, 1 % (Gew./Vol.) Rinderserumalbumin, mit Carbogen 
aquilibriert und auf pH 7,4 eingestellt. Die Waschprozedur 
(Zentrifugation, Absaugen, Resuspension) wurde ftinfmal wie- 
derholt. Soweit nicht anders angegeben, wird bei der obigen 
Isolierung bei etwa 20 "C gearbeitet. 

Die Acini wurden in Inkubationsmedium resuspendiert und bei 
37 °C in einer angefeuchten Atmosphare mit 5 % CO2 kultiviert. 
Das acinars Gewebe starb dabei schnell (innerhalb von zwei 
Tagen) ab und die sterbenden dif ferenzierten Zellen ISsten 
sich dabei von den benachbarten Zellen, ohne diese zu schSdi- 
gen (schonende Isolierung), die nicht absterbenden Stammzel- 
len sanken zu Boden und hefteten sich an. Die differenzierten 
Acinizellen sind dazu nicht in der Lage. Das Inkubationsmedi- 
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urn wurde a. ^„elte„ oder drltten Tag nach den, Aussaen erst- 
«al3 gewechselt, wobei eln G.oflteil der ,„1 .chwWnden A- 

hatten sxch ersten Sta^zellen bz„. deren Vorlaufer a„ 

weT f'"^^"^^^ """^ ^i^" - teilen. Oe. Medi™- 

wechsel wurde danach an Jedem dritten Tag wiederholt und dif- 
fer.„z.erte acinMro Pa„>c..aszeXle„ wurden .ei jede„ Medium- 
wechsel entfernt. 

beate.end aus 2 .1 pbs, l ^.ypain o,OS % EDTA, und 2 J 
In.u.at.o„3.ediu™ paaaagiert. Oabei l.sen sich die Zellen 
Boden der Kulturschale. oie Zellauspension wurde 5 Minuten 
be. at„a xooo „p„ ,Be=^n„ CPR-Zent.i,„ge, zentrl^ugiert 
dL . ' ^ - Xn.uJtion .e- 

Ihl ^'"^ "'"'"^ zellkultur«as=he abe.- 

fuhrt und 10 mi Inkubatlonsmeditun dazugegeben. 

vierzehnten Tag i„ Kultu. wurden die ZeXlen erneut, aber 
20 d.esn.1 .xt 6 „X PBS, 3 .X T.ypsin/EOTA und 6 .1 Xn.u;atio:3- 

1^' ^^"-^P-^^°n "ir^ 5 Minute, bei 

1000 Op„ zentrifugiert, der Oberstand abgesaugt und die ZeX- 

zTlZll ■"i/"''"''^""--^^™ -3U3pendiert, auf 3 ^XttXere 

25 ^J"'"''"'^""^''- "^-""rt und jeweixs 10 ™x Xnkubatio„3„e- 
25 dium dazugegeben. ""£»me 

A« Ta, 1, Pasaagieren au. insgesa„t 6 

m^ttlere ZeXX.uXturf Xaschen und a. Tag 24 ein viertea Passa- 
g.eren auf insgesa^t 12 »ittlere .eXXlcuXturf laachen. Spatea- 
^0 tena ,etzt waren aXXe p.i„..en ZeXXen bis auf die sta^IzelXen 
aus der ZeiXkuXtur entfernt. n-zexxen 

Die StammzelXen Mnnen welter kuXtiviert werden und" so oft 
passagiert und ausgesat „ie gewanscht. Das AussSen erfoXgt 
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vorzugsweise jeweils in einer Dichte von 2-4 x 10= Zellen/cm^ 
in Inkubationsmediiom. 

BEISPIEL 3 

5 Die Isolierung und Kultivierung aus exokrinem Gewebe der Ohr- 
speicheldrase eines Menschen erfolgte analog dem Pankreas- 
Protokoll mit den folgenden TUoweichungen: 

1. Das exokrine Gewebe der Ohrspeicheldrase war eine Mischung 
von acinSrem Gewebe und tubuldsem Gewebe. 
10 2. Nachdem SpeicheldrUsen weniger Proteasen und Axnylasen als 
Pankreas enthalten, ist es moglich, das SpeicheldrUsengewebe 
vor der Aufarbeitung einige Zeit im Ktihlschrank bei etwa 4-0 
aufzubewahren, ohne dass das Gewebe zu sehr geschadigt wird 
Im konkreten Beispielsfall betrug die Aufbewahrungszeit 15 h 
und brachte keine nachteiligen Folgen ftir die Isolierung der 
gewiinschten Stainrazellen mit sich. 

Das folgende Beispiel 4 beschreibt detailliert ein Arbeits- 
protokoll zur Herstellung von organoiden KOrpern. 

BEISPIEL 4 

Die undifferenzierten Zellen werden mit einer Losung aus 10 
ml PBS, 4 ml Trypsin, 8 ml Dif ferenzierungsmedium abtrypsi- 
niert und 5 Minuten abzentrif ugiert . Das resultierende Pellet 
wird so in Differenzierungsmedium resuspendiert, dass sich 
eine Verdtinnung von 3000 Zellen je 100 pi Medium einstellt. 
AnschlielJend werden die Zellen nochmals gut mit einer 3 ml 
Pipette suspendiert. 
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Von bakteriologischen Petrischalen, die vorher mit jeweils 15 
ml PBS (37 "O pro Platte beschichtet worden sind, wird der 
Deckel abgenommen und umgedreht. Mit Hilfe einer automati- 
schen Pipette werden auf einen Deckel ca. fUnfzig 20 pi Trop- 
fen gegeben. Der Deckel wird dann schnell umgedreht • und auf 
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die mlt Differen.ierun,smedium gefallte Petrlsohale gegeben 

ZsZlT "'^^ ^-trischalen warden 

.nschl.e»e„d vo.sichtig in .en Brutschran. gesteiit und far 
48 h xnkubiert. 

5 

Daraufhin werden die in den hMngenden Tropfen aggregierten 
Zellen, dxe die organoiden K6rper bilden, aus jeweils vier 
Deckeln xn je eine bakterlolcgische Petrlschale rait 5 .1 l„- 

Die organoiden K5rper werden nun vorsichtig ™it einer Pipette 
aufgesa^elt, und in ™it 0,1 % Gelatine beschichtete ZelLul- 
turgef.Be ™it Di«erenzierungs„edi™ Oberfahrt. In einer be- 
sondera bevor.ugten Au.gestaltung des Verfahrens verwendet 
man al. Kulturge«. „it 0,1 » Gelatine besohichtete 6 cm Pet- 
r.schalen, in die 4 ™i Dif ferenzierunga.nediur„ vorgelegt v^rde 
und dxe anschlie^end „it je e organoiden K»rpern beachickt 
werd bevorzugtes Kulturge«B sind ™it 0,1 » 

-0 Gelatxne besohichtete Chamber Slides, in die 3 .1 oifferen- 
^rerungsMedi™ vorgelegt wurde und die anschlieBend n,it je 
3-8 organoiden KOrpern besohict werden. Oaneben Mnnen auch 
24-Mulden-Mi.rotiterplatten verwendet warden, die .it C, 1 » 
Gelatxne besohichtet wurden und in die je 1,5 „1 pro Mulde 
Drf (erenzxerungsmedium vorgelegt wurde und anschlieBend „it 
De 4 organoiden KOrpern beschlokt werden. 

Derart kultiviert, ist die oif ferenzierungsfahigkeit der Zel- 
len in den organoide K«rper a.tiviert und die Zellen ..nnen 
sich insbesondere in hormonproduzierenden Zellen differenzie- 
ren. Dre Zellen Mnnen sowohl als organoide KOrper als auoh 
als exnzelne Zellen gelagert und kultiviert werden und behal- 
ten ihre Pluripotenz. 
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(II) Differenzierunq in den oraan o iden KQrpern und/od^^r r,^w^- 
bekorpern 

Nach der Isolierung und ggf . Aggregation liegen in den jewei- 
ligen Zellkulturen oder organoiden K5rpern die Staimnzellen 
Oder gegebenenfalls bereits spontan dif f erenzierte, hormon- 
produzierende Zellen vor. Im weiteren Verfahren erfolgt die 
stimulierte Dif f erenzierung der Stammzellen oder das stimu- 
lierte Wachstum der bereits dif f erenzierten Zellen gemaii 
Schritt 200 (Figur 1) . Hierzu werden eine oder mehrere der 
obengenannten Stimulationsbehandlungen durchgef tihrt . Die Sti- 
mulation der Differenzierung kann mit dem obengenannten Dif- 
ferenzierungsmedium (I) dahingehend erfolgen, dass allgemein 
eine Differenzierung der Staimnzellen oder organoiden KSrper 
stattfindet. Die Erfinder haben f estgestellt, dass die Diffe- 
renzierung neben anderen Zelltypen insbesondere die hormon- 
produzierenden Zellen ergibt, die dann bei der weiteren Bear- 
beitung (Schritt 300 in Figur 1) selektiert werden. Alterna- 
txv ist die Differenzierung mit den obengenannten weiteren 
Differenzierungsmedien vorgesehen, mit denen eine vorrangige 
Differenzierung hin zu den hormonproduzierenden Zellen er- 
folgt und bei deren Verwendung die nachfolgenden Schritte der 
Identifizierung und Selektion vereinfacht werden. Das nach- 
folgende Beispiel 5 bezieht sich auf die Stimulation mit dem 
Differenzierungsmedium (I), wahrend die tibrigen Beispiele 
sich auf die anderen Differenzierungsmedien und Stimulations- 
techniken beziehen. 



BEISPIEL 5 

30 



Filr die Induktion der Differenzierung wurden vorzugsweise 
Stammzellen nach dem 42. Tag der Kultivierung verwendet. Die 
Verwendung von Stammzellen nach der 3. oder 4. Passage oder 
von Zellen, die bei der Temperatur von flUssigem Stickstoff 
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12-18 Monate lang gelagert worden waren, war ebenfalls prob- 
lemlos moglich. 

zunachst wurden die Zellen im Dif f erenzierungsmedium (I) mit 
5 der oben angegebenen Zusammensetzung QberfOhrt und auf eine 
Dichte von etwa 3 x 10* Zellen/ml eingestellt; z.B. durch 
Trypsinbehandlung einer Stanunzelkultur in Nahrmedium, 5- 
mintltige Zentrifugation bei 1000 UpM und Resuspendieren des 
Pellets im Dif f erenzierungsmedium (I) und VerdUnnung soweit 
10 erforderlich. 
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Anschlieftend wurden mit einer 20-vil Pipette ca. 50 20-pl- 
Tropfen (600 Zellen/20 m) auf die Innenseite des Deckels ei- 
ner bakteriologischen Petrischale gegeben (gestopfte Spitzen) 
und die Deckel vorsichtig auf die mit PBS gefdllten Petri- 
schalen gestiilpt, sodass die Tropfen nach unten hSngen. Ftlr 
jeden Deckel wurde eine neue Spitze verwendet. Die Petrischa- 
len wurden anschlieUend vorsichtig in den Brutschrank ge- 
stellt und 48 h lang bei 37°C inkubiert. 

Danach wurden die in den hSngenden Tropfen aggregierten Zel- 
len, die organoids KOrper, aus jeweils vier Deckeln in je ei- 
ne bakteriologische Petrischale mit 5 ml Inkubationsmedium 
mit 20 % FKS Oberftihrt (Deckel schrSg halten und die organoi- 
den K6rper mit etwa 2,5 ml NShrmedium abspulen) und far wei- 
tere 5-9 Tage, vorzugsweise 96 h, kultiviert. 

Die organoiden Korper wurden nun vorsichtig mit einer Pipette 
aufgesammelt und in mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkul- 
turgefalie mit Dif f erenzierungsmedium (I) flberfUhrt. Die orga- 
noiden KSrper vermehrten sich nun und wuchsen in zum Teil 
einzelnen Zellkolonien, die wieder vermehrt vereinzelt und 
vermehrt werden konnten. In einer besonders bevorzugten Aus- 
gestaltung des Verfahrens wurden als KulturgefSB mit 0,1 % 
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Gelatine beschichtete 6 cm Petrischalen verwendet, in die 
4 ml Differenzierungsmedium (I) vorgelegt worden war, und 
diese mit je 6 organoiden KOrpern beschickt. Ein weiteres be- 
vorzugtes KulturgefSB waren mit 0,1 % Gelatine beschichtete 
Chamber Slides, in die 3 ml Differenzierungsmedium vorgelegt 
wurde und die anschlielJend mit je 3-8 organoiden Korpern be- 
schickt wurden und Thermanox- Flatten (Nalge None Internatio- 
nal, USA) ftir elektronenmikroskopische Studien. Ein weitere 
Alternative waren 24-Mulden-Mikrotiterplatten, die mit 0,1 % 
Gelatine beschichtet wurden und in die je 1,5 ml pro Mulde 
Differenzierungsmedium (I) vorgelegt wurde und die anschlie- 
fiend mit je 4 organoiden K6rpern beschickt wurden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens wurden or- 
ganoide KOrper etwa 7 Wochen lang in den gelatine- 
beschichteten 6-cm-Petrischalen kultiviert und danach wurden 
einzelne organoide KGrper mit dem Microdissector (Eppendorf , 
Hamburg, Deutschland nach den Anweisungen des Herstellers 
ausgeschnitten und dann z.B. auf frische 6-cm- Petrischalen, 
20 Chamber Slides oder Thermanox-Platten Uberftihrt. 

BEISPIEL 6 

Die Stimulation mit den oben genannten weiteren Differenzie- 
rungsmedien erfolgt analog. 
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BEISPIEL 7 

Figur 6 illustriert die Stimulation (Schritt 200) einer 
Stammzelle 1 auf einem Substrat 21 durch molekulare Signal- 
oder Differenzierungsfaktoren 5, die im Kultivierungsmedium 
enthalt en sind. Auf der OberflSche der Stammzelle 1 befinden 
sich Zellrezeptoren la. Beim Ankoppeln der Signal- oder Dif- 
ferenzierungsfaktoren an den Zellrezeptoren la erfolgt eine 
Pragung der Stammzelle 1 und der Beginn der Dif ferenzierung 
hin zur gewtinschten Hormon produzierenden Zelle. 
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10 



Die molekularen Signal- oder Dif ferenzierungsf aktoren 5 um- 
fassen an sich bekannte biologische Makromolektlle, Zellbe- 
standteile von pankreatischen Zellen oder insbesondere Zel- 
len, Zellbestandteile oder Zellgruppen verwendet warden, die 
im endokrinen Gewebe der Pankreas in der Umgebung der Lan- 
gerhans • schen Inseln angeordnet sind 

BEISPIEL 8 

Figur 7 illustriert entsprechend die PrSgung einer Stammzelle 
1 mxt einer bereits dif f erenzierten Zelle 6, auf deren Memb- 
ranoberfiache entsprechende Signal- oder Dif ferenzierungsfak- 
toren fixiert oder natarlich gegeben sind. 

15 BEISPIEL 9 

GemSfl einer weiteren Variants kann eine Genaktivierung der 
Stammzellen vorgesehen sein, wie sie beispielsweise in DE 102 
90 025 Tl beschrieben ist. 

20 BEISPIEL 10 

Figur 8 illustriert die Insulinproduktion der dif f erenzierten 
Zellen mit einer mikroskopischen Aufnahme von Insulin produ- 
zierenden Zellen, die aus exokrinem Pankreas des Menschen ge- 
wonnen wurden. Entsprechende Ergebnisse sind mit Speicheldra- 
sen des Menschen oder von anderen Wirbeltieren gefunden wor- 
den. Die mit den Pfeilen markierten Punkte reprasentieren das 
von den Zellen produzierte Insulin. Der weilie Strich ent- 
spricht einer LSnge von 20 pm im Original. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Ansprtichen und den 
Zeichnungen offenbarten Merkmale der Erfindung kannen sowohl 
einzeln oder auch in Kombination far die Verwirklichung der 
Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeu- 
tung sein. 



25 



30 



35 



26 



wo 2005/001073 



PCT/EP2004/006799 



16356/PCT Hz 

PATEin»NSPROCBE 

1. verfahren zur Bildung von pankreatisches Hormon produ- 
zierenden Zellen, umfassend: 

- eine Kultivierung und Dif f erenzierung von Stammzellen, die 
aus differenziertem exokrinen DrUsengewebe eines Organismus 
gewonnen wurden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem primar aus dem Orga- 
nismus isolierte Stammzellen kultiviert und dif f erenziert 
werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem eine Aggregation der 
Stammzellen zu organoiden K5rpern vorgesehen ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die Dif f erenzierung " 
der Stammzellen in den organoiden KSrpern erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem sekundSr aus den or- 
ganoiden KSrpern isolierte Stammzellen kultiviert und diffe- 
renziert werden. 

6. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei dem eine Stimulation der Bildung der pankreati- 
sches Hormon produzierenden Zellen vorgesehen ist, die eine 
stimulierte Vermehrung der pankreatisches Hormon produzieren- 
de Zellen und/oder eine stimulierte Dif ferenzierung der 
Stammzellen umfasst. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die Stimulation min- 
destens eine der folgenden Stimulationsbehandlungen umfasst: 
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- Behandlung mit Oberstanden einer Primarkultur des endokri- 
nen Pankreas, 

- Behandlung mit tlberstSnden von Zelllinien des endokrinen 
Pankreas, 

- Co-Kultur mit dif f erenzierten Zellen des endokrinen Pankre- 
as, 

- Co-Kultur mit Zelllinien des endokrinen Pankreas, oder 

- Behandlung mit immobilisierten molekularen Wachstumsfakto- 
ren, 

- Aktivierung von mindestens einem Gen, das in die Differen- 
zierung der Stammzellen zu den pankreatisches Hormon produ- 
zierenden Zellen involviert ist, und 

- Behandlung mit in einer Fiassigkeit gelSsten molekularen 
Wachstumsfaktoren, 

8. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Behandlung mit 
immobilisierten molekularen Wachstumsfaktoren eine Zellpra- 
gung mit molekularen, auf einem TrSger immobilisierten Diffe- 
renzierungsfaktoren umfasst. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem als TrSger ein syn- 
thetisches Substrat, eine Zellmembran oder ein dreidimensio- 
nales Matrixsubstrat verwendet wird. 

10- Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, bei dem eine Identif izierung und Selektion der 
pankreatisches Hormon produzierenden Zellen vorgesehen ist, 

11. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem die Selektion der 
pankreatisches Hormon produzierende Zellen ein Zellsortier- 
verfahren umfasst. 
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12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, bei dem nicht iden- 
tifizierte und selektierte Zellen einer weiteren Kultivierung 
und Differenzierung unterzogen werden. 

13. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprache, bei dem Stammzellen verwendet werden, die aus sekre- 
torischen DrUsen oder DrUsen des gastro-intestinalen Traktes 
des Organismus gewonnen wurden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, bei dem Stammzellen verwen- 
det werden, die aus der Pankreas oder der Speicheldrilse des 
Organismus gewonnen wurden. 

15. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprUche, bei dem Stammzellen aus DrUsengewebe verwendet wer- 

15 den, das acinSres Gewebe ist. 

16. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, bei dem Stammzellen von einem Wirbeltier, vorzugs- 
weise einem Sfiuger verwendet werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, bei dem Stammzellen von ei- 
nem Primaten, insbesondere einem Menschen verwendet werden. 

18. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprache, bei dem die pankreatisches Hormon produzierenden 
Zellen ftir pharmazeutische Anwendungen verwendet werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, bei dem die pankreatisches 
Hormon produzierenden Zellen zur Behandlung von pankreati- 
schen Erkrankungen, einem Stof fwechselsyndrom oder Stoffwech- 
selerkrankungen verwendet werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, bei dem die pankreatisches 
Hormon produzierenden Zellen zur Behandlung von Diabetes, Hy- 
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perglyk&tiie oder beeintrachtigter Glukosetoleranz verwendet 
werden. 



21. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprOche, bei dem die pankreatisches Hormon produzierenden 
Zellen Insulin produzieren. 

22. Isolierte, pankreatisches Hormon produzierende Zelle, 
wobei die Zelle aus einer Stairanzelle gebildet wurde, die aus 
differenziertem exokrinen Drtisengewebe eines Organismus iso- 
liert wurde. 

23. Isolierte, pankreatisches Hormon produzierende Zelle. 
nach Anspruch 22, die eine Humanzelle ist. 

24. Zellzusammensetzung, die eine Vielzahl von pankreati- 
sches Hormon produzierenden Zellen nach Anspruch 22 oder 23 
enthait . 



25. Zellzusammensetzung nach Anspruch 24, bei der die 
pankreatisches Hormon produzierenden Zellen mit einem Verfah- 
ren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 21 gebildet 
sind. 



26. Zellzusammensetzung nach Anspruch 24 oder 25, die zu- 
satzlich andere Zelltypen enthait. 

27. Zellzusammensetzung nach Anspruch 26, bei der die ande- 
ren Zelltypen Stammzellen und/oder Nachbarzellen von Lan- 
gerhans ' schen Inseln in pankreatischem Gewebe xamfassen. 

28. Zellzusammensetzung nach einem der Ansprtiche 24 bis 27, 
die ein Umhtillungs- oder Matrixmaterial enthait. 
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29. Verwendung einer Zelle nach Anspruch 22 oder 23 oder 
einer Zell zusammenset zung nach Anspruch 24 als pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung. 

30. Verwendung einer Zelle nach Anspruch 22 oder 23 oder 
einer Zellzusammensetzung nach Anspruch 24 als autologe phar- 
mazeutische Zusammensetzung. 

31. Verwendung einer Zelle nach Anspruch 22 oder 23 oder 
einer Zellzusammensetzung nach Anspruch 24 zur Transplantati- 
on Oder in einer medizinischen Vorrichtung. 

32. Ktinstliche Langerhans' sche Insel, die eine Zelle nach 
Anspruch 22 oder 23 oder eine Zusammensetzung nach Anspruch 
24 en thai t. 



33. Pharmazeutische Zusammensetzung, die enthSlt; 

- mindestens eine Zelle nach Anspruch 22 oder 23 oder mindes- 
tens eine Zellzusammensetzung nach Anspruch 24, und 

- eine pharmazeutische TrSgersubstanz . 
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